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Chapter 7 
Summav, coinclusiano and discussion 
iE= hapter 'I 
During synthesis viwo, Proteins undergo extensive post-translatii~nal pmcessing 
before being able to fundion i~pp~~pr ia te ly .  Some of these modified proteins ere 
secretow proteins such as thle Gla-proteins involved in blood coagulation or tissue- 
mineralization processes. Carboxylation of specific glutamate (Glu) residues into y- 
carboxy glutamate (Gla) residues is one of the postranslational processes and is 
accamplished by the vitamin K-dependent enzyme lyl-glutamyl carboxylase. Vilarnin K- 
hydr~quinone (KH,) is the cofactos and an absolute requirement in the carboxylation 
process. During the conversion of Gllu into Gla, KM, is oxidized to vitamin K 2,3 epoxlde 
(KO) in a 1 :1 stoiclriome21-y via an intermediate v~tamin K alkoxide. Subsequently, KO 
is  reduced in two steps; first to K by the enzyme KO-reduc'lase and then to KH, by the 
enzyme K-reductase. Due to this '7ecycling" mechanism, the daullly requirement: in 
humans for vitamin K is relatively low. The conversion of Glu to Gla is necessary for the 
calcium-binding properhies of the Gla-proteins. Only a small number of all the known 
proteins In man are Gla-proteins. Therefare the Gla-proteins have to be distinguishable 
from ather proteins sa they can  be recognized by the vitamin K-dependent carboxylase. 
For that aim, the precursor forms af the Gla-prateins possess a domain, a so-called 
propephide, which makes them capable of binding to carboxylase with high affinity. The 
goal of Phis thesis was to gain bollsight in the determinants rasponsrblafor the recognition 
of the Gla-precursor molecule and caaboxylase. For that purpose we hlave chosen to 
use substrates der~ved from the bone Gla-protein osteocalcln, from the precursor 
protein af hlulnnan coagulation factor IX, and from the precursor protein of human 
prolhrombin. In t ~ l s  chapter a review on the literature is presented ~oncern iw  the 
hlsfiov and current. status of our knowledge regarding carboxylase, its cofactors and 
substrates. Moreover the function of the wariaus Gla-proteins is  isc cussed. 
Chapter 2 
The bane Gla-pratein osteocalcin is unique in its ability to bind carboxyl~ase with high 
Srrmnns~~ ConcEusions and Discus8/ofl 
amfirrity To obtain sufficient amournlts of this bon~e protein, seweral strategies @an b e  
applied. The first method is to purify the native protein from (bowine/hurnan) bo~ne. 
However, this technique has several disadvantages; ( i )  it is laborious with relatively low 
yields and in case of isolation from human bones (ill the source is limited and there 1s 
a potential risk of infection. Besides these drawbacks, the protein obtalned from bone 
is carboxylated and thus not usekrll as an in vitro substrate for carboxylass. Thlerrnal 
decarboxylatlon of native cksteocalcin can be applied but may induce unwanted and 
unpredictable damage to the protein due to the reaction conditions of the procedure. 
As a second possibility, recombinant DNA techniques can be utilized to produce 
unlimited amounts of asteocalcin in bacteria [EscherI'chia coil'). The osteocalcin 
produced in EcoIi is not carboxylated and can be used as a substrate for carboxylase. 
Besides the synthes~s in E.co?i , chemical synt~hesis is a third possibility to obtain both 
carboxylated- ( 0 C )  and descarboxy-osteocalcin (d-06) of high purity. Nevertheless, 
th~is fechniq~we has its limitations, and the length of the OC molecule (49 amino acids) 
is approximately the maxlmurn which can be routinely synthesized. In tlh~is thesis we 
h~ave chosen to study the substrate properties of osteocalcin using bot~h organically 
synthesized 01C an~d d-OC;. Once the prolper protocol has been selected to produce 
sufficient amounts of d-OC, carboxylase from various tissue types can be used to study 
the properties of d-OC and other substrates. Fustlhermare th~e islolation of carboxylase 
in the farm of washed rnicrosornes from various types of t~issue, and its use in enzyme 
substrate interaetrons is described here. 
Ch1apd&r 3 
One of the hig~h afin~ity substrates used in carboxylase research is ProIX-59 Q/S. ProlX- 
59 Q/S consists of Effie propeptide covalently attached to the descarboxy Gla-domain 
of factor IIX, and fundions as a good substrate for carboxylase. The interactions of the 
propeptlds and the Glla-domain is studied using purified bovine carboxylase. The 
importance of the propeptide for the carboxyllation of the glutamate resldues in the 
factor IX Gladomain, the effect of the propeptide on the carboxylation of a non-Gra- 
domain sequence containing 5 Glu residues, a~nd the substrate properties of synthetic 
Chaptar 7 
d-06 for purified bovine carboxylase is described In thls chapter, From the resullts 
reported in this chapter we cam draw several conclusians:(i) the affinity of the 
carb-txylase substrate and pmcessivity is induced by the propeptide without reqwiri~ag 
the conserved Glra-dorna~n sequences and (ii) factor IX and osteocalcin may have 
distinct mechanisms of interaction with the carboxylase. 
Chapter 4 
Since the results described in chapter 3 were obtained using purified carhoxylase from 
bovine liver containi~ng at least 2 pM propeptide a new protocol for the production of 
carboxylase was developed. For this aim we have collaborated with the group of Prof. 
Dr. Stafford (Department of Biology, The University of Norh Carolina at Chapel Mill, 
U.S.A), who cloned the cDNA sequence aF human y-glutamyl carboxylase and 
expressed it in an insect cell line, nolrmally free af carboxylase. The canboxylase purified 
from these cells was completely free of any interfering propeptide or propeptide 
containing substrates (endogenows substrate). Therefore the purified recombinant 
human carboxylase is the system of choice to study enzyme / substrate interactlions 
where the absence of a prapelptide is required (e.g. d-0C). 
Although the unique properties af d-CaG already have been discussed in clhapters 2 and 
3, its characteristics are studied more extensively in this chapter. Chapter 4 describes 
the absence af ~nh~bition by free propegtide of factor IX (ProFUX)on d-OC, whereas ProF1' 
strongly inhiblts ProlX-59 Q/S carboxylation. Furthermore d-iOC carboxylation is not: 
siimulated by ProF'" in contrast to bEELQMe. ProF'Ylawers the K,of short peritapeptide 
substrates '118 fold. The pr~lipept~de of osteo~alci~n ( ~ r a " ~ )  was incapable of eihl-rer 
inhibiting ProlX-59 Q/S and d-OC mrbaxylat~on. Moreover Pro0" could not stimulate 
bEELOMe casboxyl~ation, norclould it lower the K, of bEELiOMe. Sylnthetic carboxylated 
osteacalcin (OC) inhibited both d-OC: and bEELOMe, whereas it was incapable of 
inhibiting ProlX-59 QJS carboxyllation. These results ~rnplicate tlhal Prooc does not 
contribute to the h~gh affinity carboxylase binding of the osteocalcin precurslar molecule 
and that d-OC binds carboxylase at a site distinct from the propeptlde binding sits. 
However, it remains unclear whether d-QC binds to the active site, or on a distinct 
Summary, Condwsbns and S3is~us~Jan 
osteacalcin binding site on caaboxylase 
C haptar 5 
In this chapter deSl~nite proof is given that d-QC bilnds carbaxylase with high affnity on 
a specific d -06  binding domain. By u~sing a stereospecific active slits ~nhilbito~r (S  - 
MeTPT) for carboxylase we have shown that bEELOMe is competitively inhibited by S 
-MleTPT, ProlX-59 QIS is competitively illnhibited by PromX, since PrcslX-59 QIS initially 
binds the propept~de binding site on carboxylase prior to its carb~xylafion. Addition of 
S -MeTPT to ProlX-59 QlS carboxyladion fiesulted in a non-competitive inhibition of 
PrlolX-59 ICYIS. This is in agreement with the proposed mechanism by which ProlX-59 
Q/S interacts with carboxylase. Since d-OC us inhibited by neither ProFIX nor ProoC it was 
expected that d-CPC would bind the active site an carboxylase and therefore 
competitively inhibited by S -MeTPT. However, addition of S -MeTPT to d-O1C 
carboxylatiofl resulted in a non-competitive inhibition of d-QC. Since dl-OC lacks a 
propaptide these results give rise to postulate that carbrrxylase possesses a specific d- 
OC bindung domain, where d-OC can bind w~ith high affinity in a propeptide independent 
way. 
Chapter 6 
Here we describe the domain by which d-QC is capable of binding with high affinity to 
carboxylase. From other Gla-proteins it is known that the precursor protei~ns contain a 
high aflinuty propeptide at the W1-terminus, lirnmcsdiateiy adjacent l o  the Ela domain 
Matrix Gla protein (MGP) isthe only known Gla-protein to contain an in~tesnai propeptide 
which is hoi~mologous to the propeptide, but w h i ~ h  is not removed from the protein afles 
carboxylation. In the I\E-terminus of the d-QC molecule no homology can be found with 
t~hle propeptide of ether the other known Gla-proteins, lor MEP. Nevertheless, we 
expected th~e high affinity carboxylase recognition sequence (CRS) of d-OC to be 
located X11-terminally adjacelnt lo the Gla-domain, bebeen residues 1 and 16. The Gla- 
domain consists 06 residues 17 to 24. We therefore generated various d-IOC peptides, 
d-OC d-OlC 3-25, d-OC 525, d-06 '-"",-OC , and d-06 '3^25 ail containing the 
Chapter 7 
non carboxylated Gla-domain, which may saws as a substrate in the ,'rr viIm 
carboxylase assay. The kinetic parameters of these peptides were compared with the 
intact d-OC molecule Due to the different N-terminal deletions it became evident that 
indeed substantial CRS activity Is located between resi~dues 1 and 13. Some of the 
residues proved to be particularly important, since deletion resulted En dramatic 
increases in the K, of the peptides. However, the Km of the d-OC '-" still differed 10- 
fold when compared to the intact d-OC molecule. The efficiency of carboxylation was 
t he  highest for d-OC ""', GST-rh~0C3''"g and GST-rhOG'.Jg when compared to the? shork 
d-QC peptides, the prapept~de-containing substrates or the short tn- and panla- 
peptidss. Furthermore, a secondary siruclulral component, located between residues 
26 and 39 of the d-OC molecule is also involved ~ r u  the high affinity bi,ndling of 
osteacalcin to carboxylase, since this domain is capable of lawsring the K, of d-OC 4 Q- 
fold and increasing the efficuency of carboxylation -12-fold. 
Summarizing, the major findings presented In this lhes~s are (I) that the vitamin K- 
dependent carboxylase, besides the actiwe srte, possesses at Isast two substrate 
recogatrtion domains. Clne recognition site is available for the "coagulation fac'tor-type" 
Gla-proteins, the other site is essential for "OC-tylpe" substrates. The first site 
recognizes propeptides, the latter recognizes a sequence present on OiC: wlhi,ch has not 
been defined previously. 
(11) Closer analysis of the seqw~ence composition reweal~d that the carboxylass 
recognrtjan sequence on d-OC is composed of two units. The tirst unit consists of 
residues "113 IN-terminal of the Gla-domain), and t h e  second cumit 1s  omp posed of 
residues 26-39 (C-terminal of the Gla-d~ornain). The fact that a carboxy'lasie rscognition 
site exists which Is composed of Wo segments, devidsd by a Gla-domain, is new. 
(Ill) The efficiency of d - 0 6  carboxylation is the highest when compared to 
propeptide-contalla~ng substrates and short pentalpeptides. 
(IY) In vim, the precursor moleclilYe of osteocalcin is synthesuzad containing a 
propeptide. Nanetheiless, this propeptide has no measurable affinrly for carboxylase. 
Therefore, the function of the osteocal~in propeptude remains unclear. It is poss~blol that 
Summary# Conclus/ons and Dfscussi'on 
the osteocalcin propeptide is required for a more eftlcient utilization of KH,, by lowenlng 
its K,. 
Oiscwsoion~ 
Recombinant synthesis of descarboxy rvsteacalcin in E. coji, either with or withhot an 
attached pro~peptide has turnled out to be mom difficult than was expected. A single 
exlplanation for the low expression levels we obtained cannot be given. Wh~at remains 
is that only very few groups in the world have succeeded in producing low am~ounks of 
bacterially synthesized osteocalcin. Th~e fact that bovine decarboxylated osteocalcin 
(bd-OC) already displayed un~ique substrate properties was one of the rnailn reasonls to 
start our lime of investigations. Our experimental data from organically synthesized 
human descarboxy osteocalcin (d-OC) have confirmed and folunlded the previous 
results; osteocalcin possesses uniqlue properties as a substrate for carboxylase. Ou~r 
experimental data have substantilated the previous results obtainled with bd-OC in 
washed rnicrosomes, " the  interpretation o~f which was dificult due to the fact both the 
substrate and the enzyme were from bovine origin and the properdies could tllaerefolre 
be distin~ct from the human protein~s. Besides that, the possible damaging of bd-OC by 
t~hesmal decarbaxylation could not be assessed. In the experiments described in this 
thesis we have used purified human recombinant carboxylase (chapters 4,5 and 65 as 
a source for carboxylase, free of contaminating and interfering prapepiides or 
endogenous substrates, which makes our experimental results more convincing. The 
results presented in this thesis have added mew unsights to the mechan~isrn by wlrl1~ch 
Gla prote~ns are able to bind carboxylase. What prelurrously was unknown was that 
carboxylase has at least two high affin~ity binding sites for the Gla precursor proleins 
Whether these kwwo binding sites are the only ones present an calrboxylase remains to 
be awaiit~d, but might h~ave colnsiderable consequences for optimal synthesis of, for 
instance, recambinant Gla proteins in human eukaryotic cell lines, necessary for the 
treatment aF liennophiIra. However, a proper understanding of the structure and 
in~teradians between the Gla precursolr proteins and carboxylase is required to obtain 
maximal efficient production and esarboxylation. 
Chapter 7 
The recent discovery of new Gla-proteins like the carboxyilase itself, or proteins 
tPlaO are not involved in blood coagulation but in @eYluliar growth (Gas-6) , end other yet 
unknown processes (the putative PRGP 4 and PRGP 2) indicates that the disclovery of 
other new G'la-proteins is likely ' v ~ .  The type of interaction between the yet undiscovered 
Gla-proteins interact with carboxylase might be, like osteocalcin, in a propeptide 
independent way. This can be illustrated using a hypothetical cailculation; It is expected 
that the human genome contains 1Q0.1000 genes. From these genes. 30% is known, 
which results in 30.0010 proteins that have been currently discovered. If the known 13 
Gla-proteins represent 30% of the! total amount of Gla-proteins, this means that there 
are still 30 Gla-proteins to be discovered Qf these 30 Gla-prolteins, at least 2 proteilns 
will bind carboxylase in a propeptide independent way. Maybe. this could indicate that 
carboxylase is a much more versatile enzyme as was expected, calpable 0f binding 
various types of proleeis. 
The role of Gla as a Ca " (or other diwalent metal-lon~s) binding residue remains 
to be discussed. A large number of other proteins are very well capable of binding 
Ca 2+ without the need ~ Q T  Gla. IOst@onectin, a non-Gla basement membrane protein 
found in bone and platelets contains a glutami,c acid-rich Ca 2" binding domain. Gas-6 
Gar instance, functions as a ligand for different protein kirrases which are involved in 
cellular growth regulation. A deletion mutant of Gas-6, lacking the Gla domain, is very 
well capable of binding to the extracellular domains of two cell adhesion rnoilecu~le- 
related tyrosine kinase receptors, Rss and Axl, and thereby aictiva"ang phospkor)rlalionJ. 
Therefore the qluestlon remauns what is the the functlion of the Gla residues within Gas- 
6 or other (yet unknown) Gla-proteins. The vrtarnin K-dependent carbaxylase itself is 
also a Gla-protein, which possesses 3 G1la residues '. The functlon and the location of 
these Gla residues 1s still unknown. Furthermore it 1s unclear whether carboxylase is 
capable of functioning without being carboxylated itself. Gla residues also have been 
drscowered already in 1982 in hermatypic corals, but the origin of the Gla remained 
unclear 5 .  Gla- protein,^ hlave allso been discovered uru the venom duct of the predatory 
marine  snail^, Gonus geographus '. This was the first invertebrate orglanlsm reparted to 
possess the posttranslational carboxylation mechanism, which was thought to be! 
Summary, Concrusrons and D ~ ~ C U S S ~ D ~  
restri&ed to rather specializeid mammalian systems. The inweflebrate Gla-prokin, 
called conantokin-G, !5 a 17 amino acid peptide that ~nhibits the N-methyl-D-aspaflate 
receptor* thereby paralyzing the f ~ s h  and thus become prey for the fish-hunting sna111. 
Besides cona~ntokin-6 there are at least Wa ather conantokin~s that contain Gla- 
residues:, namely conantokin-T an~d ~onantaRtin-R~"~. The conantokin precursor proteins 
contain a prapeptidle which binds Conus carboxylase with high adfinlity, but not the 
mammalian enzyme. This implies a difference in either the enzyme or the propeptide 
d the conantokin p~recursor p~roteins versus the mammalian propeptides. Whetherd-06 
is able to bin~d Conus carboxylase remains to ble investigated, b~ut his is very w8UI 
poss~ble, and migh~t hus form additional evidence for human descent and evolution. 
The importance of the newly discovered carboxylase recognition sequence is 
that it offers a possibility far substrates ta be carboxylated at a significant distance from 
the N-terminus. Normally, in prapeptide-containing substrates, carboxylation takes 
place within the first 40 W-terminal amino acids. The clhimeric osteocalcin molecules 
synthesized by Kakblnen et al. (chapter 6, this thesis) showed that 06-type recognitian 
can occur at any polsition within a la~rger protein. Using this knowledge it may be 
possible to search for new members of this class of Gla-proteins. 
The results presented in this thesis will add to the understanding of the 
characteristics required in the mechanism of the high affinity association between the 
various Glla-precursor proteins, osteocalcin in particular, and the vitamin K-dependent 
y-glutarnyl carboxylase. 
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SamernvaiZltinig, cónelusies en discussie 
Hocudstwk l 
Tijdens dita in vivo synthese van eiwitten ondergaan deze een graat aantal post- 
branslationele modificaties alvorens ze hun functie, goed kunnen uitoefenen. Deze 
bewerkte eiwliften zijn secretair, zoals de Gla-eiwitten welke betrokken zijn bij 
blaedsilollings- of weefselmineralicatiie processen, De carboxylering van specifieke 
~lutaminezuur [EIu) residuen tot y-carboxy glwtaminezuur (Gla) is een van de post- 
translationele modificaties die wardt uitgevoerd door hst vitamine K-afhankelijke enzym 
y-glwlamyl carboxylase. Dit carboxyleringsproices is alleen mogelijk in de aanwezig~heid 
wande cofactor vitamine K ffiydroquinon (KH,) Tijdens de omzetting van Glu naar Gla 
wordt KH, In een 1 :1 verhouding geoxideerd tot vitamine K 2,3 epoxide (Ka) via een 
intermediair vitamine K alkoxide. KO wordt venvolgenis in twee opeenvolgende stappen 
gereduceerd; eerst tot K door het enzym KO-redudase en vervolgens 201 KH, door het 
enzyrn K-redurtase. Als gevolg van dit "recycling" proces is de humane dagelijkse 
behoefte aan vitamine K relatief gezien erg laag. De omzetting van Glu naar Gla is 
nodig voor de calci~wrn-bindende eigenschappen van de Gla-eiwitten. Slechts een 
beperkt aantal van a lk  bekende eiwitten in de mens zijn Gla-eiwitten. Daarom Is het 
noodzakelijk dat deze GIa-eiwitten zich onderscheiden van andere eiwitten zodat ze 
herkenbaar zijn voor het vitamine K-afhankelijke carboxylase. Derhalve bezitten de 
voi0rlop(3r vormen van de Gla-eiwitten een domein, het zogenaamde propepbide, dat 
hen in staat stelt met ieen hoge affiniteit te blinden aan hlet carboxylase. Het doel van 
dit proliefschrift was het verschaffein van inzicht in de determinanten die noodzakelijk zijn 
voor de herkenning wan de Gla-voorloper eiwitlien door hst carboxylase. Daarvoor is er 
besloten gebrunk te maken van substraten afgeleid van het bol Gla-eiwit osteocalcine, 
van kiel vl-rorlopereimiit van de humane bloedsinllingsfactor IX, en wan hlet voadopereiwit 
wan humaan grothrambine. In dit hoofdstuk wordt een Iiteraitwnnroverzicht gegeven van 
de ontdekkinlg van vitamine K in "193 tot het hluidige kennisnlvo en inrichten over het 
carboxylase, de cofacloren en substraten. Tevens worden de fundies van de 
verschillic3nde humane Gla-eiwitten bespraken. 
,__.Haofcistuk 7 
Hoofdstuk 2 
Het bot Gla-eiwit osteocalcine bezit een aantal unieke eigenschappen waardoor het in 
staat is om met een hoge affiniteit aan cairbaxylase te binden. ILYm woldlaende van het 
osteocalcine te verkrijgen kunnen er verschillende rnethodss warden toegepast. De 
eerste mogelijkheid is olm het natieve eiwut op te zuiveren uit (bovinelhuimane) botten. 
Aan deze techniek kleven echter een aantal nadelen;(i) het IS een arbeidsintenisieve 
methode met een lage opbrengst en in het geval van isolatie uit humane botten (ii) is 
de bron gelimiteerd en bestaat er een aanzienlijk Infectierisico. Bovendien is hel 
osteocalcine dat op deze wijze war& gezuwerd reeds giecarboxyleerd, waardoor het 
niet bruikbaar Is als in witm substlraait voor carboxylase. Thermische decarboxylering 
van natief osteocalcine kan wosd~en toegepast maar zou ongewenste en 
anvoarspelbare schade kunnen induceren in het eihrwit als gewalg wan de 
realctieoms%andiglheden. Recombinant DNA technieken kunnen worden toegepast om 
ongelilmiteerde hoeveelheden esteocalcine te produceren in bacteriën (Escherichrla 
cali). Het door E. coli geproduceerde osteacailcine is niet gecarboxylieard en kan 
daardoor worden gebruikt als in Ysitra substraat voor carboxylase. Naast de synthese 
van osteocal,cine door E. coSi is het ook rnogelrjk om zowel gecarboxyleerd cpsteocalcine 
(0C)  als descarboxy-osteacdcine (d-OC) In zuivere vorm te verkrijgen met behulp van 
chemische synthese. Niettemin heeft ook deze 'techniek zijn beperkingen en de lengte 
van het OC molekuul(49 aminozuren) is ongeveer dl@ rnaxirnwim lengte die routinematig 
kan worden gesynthetiseerd. In dit proefschrilft rs ervoor gekozen om de 
cwbstraateigenschappen van osloocalcine te bestuderen aan de hand van zawel 
orglainisch gesynthetiseerd CIC ais d-OC. Indien het juiste protecol is gekozen om 
voldoende hoeweeliheden d-OC te genereren, kan er carboxylcrse worden gebruikt dat 
afkomstig is uit velrschillendle weefseltypen, om zo de eugenschappen van d-OC @n 
andere substraten te bestuderen. Bovendien wordt de isolatie van het carbaxylasce ult 
verschillende weefceltypen in dIe vorm van gewassen microsomen en het gebruik 
hiervan bij enzymlswibstraat interacties in dit hoofdstuk beschreven. 
Sarni~unmltfntj, Conclusies en D~scussre 
Hoofdstuk 3 
Een van de substraten die wordt gebruikt in het carboxylase ondersoek is Pro1X-SS 
QJS. Dil is een recombinant eiwit dat is afgeleid van de voorloper van h d  humante 
b l~edst~ l l ings~iwi t  factor IX dat bestaat uit het propeptide wat covalent: g~ebonden zit 
aan het descarboxy Glla-domein en hierdoor een hloge at%niteit heeft voor carboxylase. 
De interacties wan 'hel propeptiche met carboxylase zijn bestudeerd in gezuiverd bovine 
carboxylase. Het ontbreken van het propeptide en het effect hielwan op de 
substraa.leigen~ehapp&!n van het descarbaxy Glla-domein van factor IX, het effect van 
het propeptide op de carboxylering van een non-Gla-domein sequentie met U; Glu 
residuen en de substraateigenschappen van synthetisch d-OC voor het gesuiwerd~e 
bovine carboxylase worden beschreven in dit hoofdstuk. Uit de resultaten die hierin zijn 
besproken kunnen een aantal co~nclusles worden getrokken: ( i )  de bindingsaffiniteitvan 
hek substraat voor het carboxylase en de processiviteit van deze reactie wordt 
geindwiceerd door het prlapelpfide zonder de noadsaakvan geconserveerde Gla-domein 
sequenties en (ii) factor i X  en ositeocaicine hebben mogelijkerwijs verschillende 
inilerac'tiemeickiilanismen met betrekking tot de carboxylasebindimg. 
Hoofdstuk 4 
Aangezien de resultaten in hoofstuk 3 mijn verkregen met behulp van gezuiverd 
carboxylase afkomstig wit beivim lever dat minimaal S PM propeptide bevatte, werd es 
een nieuw protocol voor de zuiwering van carboxylase ontwukkeld. Hiervoor hebben wie 
samengewerkt met de groep van Prof. Dr. Stafford (Depariment of Biologly, TVie 
Univarsity o'f b\lor"lh Carolina at: Chapel HilY, W.S.A.) die de CDIN$, cequentne van humaan 
y-glularnyl carbaxylase gedoneerd en tot expressie gebracht hebben in een insecten 
eeillijn, d ~ e  normaliter geen carbiaxylase bevat. Het carboxylase dat uit deze cellen werd 
opgezuiverd was volledif vrij, van storend propeptide enjrof propeptide bevattende 
ccibctraten (endogeen substraat). Hierdoor vormt het het gezuiverde recombinante 
hun.iaris carboxylase het systeem bilj uitstek om enrymisubstraat interacties te meten 
waalrb~j de afwezigheid van propeptides gewenst is (bijv. d-OIC). 
Hoewel de unieke substraateigenschappen van d-OC reeds werden aangehaald In de 
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hoofdtukken 2 en 3. worden de karaktenstiekem uitvoeriger bespmken in dit hoowstuk. 
In hoofdstuk 4 wordt de ahezigheid van remming door het vrije pmpeptide van factor 
(P~O~'') QP beschreven tewijl PmFL< de carboxylenng van ProlX-59 Q ~ S  reer 
sterk remt. Tevens wordt aangetoond dat d-OC caitbaxylerlrig niet gestimuieed wordt 
door ProF'", dit in tegenstelling tot bEELOMe, dat wei w e d t  gestimuleerd door ProF1". 
~ r o ~ "  verlaagt de K ,  van korte penta-peptiden met een factor 10. Het propeptide van 
olsteiocalcine (Pro"" was niet in staat om de carboxyileloing van zowel ProlX-59 QSS als 
d-OC te remmen. 'Bovendien was ProoC niet in staat om ds carboxylerlng van, 
bEELOMe te stimuleren of de K, van bEEL0Me te verlagen. Synthetisch 
gecarboxyleerd osteo~alcine COC) inhibeerde zowel de d-Oic als de bEIECOMe 
carboxylering, terwijl het niet In staal bleek de ProPX-59 Q/S carboxylering te remmen. 
Deze resultaten hoisden in dat ProoC niets bijdraagt aan de hoge a.fitiniteit dat hek 
oste~calcirie voorlopereiwit heeft: vaar carboxylase en dat d-OT; aan het ca&oxylase 
bindt op een plaats die afwijkt van de propeptide biindingsplaatc. W i t  deze fesu.btaten 
blijkt echter nog niet of d-06: op het katalytisch domein bindt of op een specifieke 
osteocalcnne bindingspbaats op het carboxylacs. 
Hoofdstuk 5 
In dit hoofdstuk wordt het definitieve bew~js geleverd dat d-OC het cairbcaxy~sse bindt 
met een hoge affiniteit op een specifiek asteocalcirre bindend domein Door gebruik te 
maken van een specifieke katalytisch domein remmer (S-MeTPT) voor ~arbaxylase 
hebben we aan kunnen tonen dat bEELiOiMe competitiefword'tgeremd door S-FJIeTiPI. 
RrolX-59 O/S wordt competitief geremd door ProF'', aangezien ProlX-SS Q/S ailltrreerst 
bundt op de propeptide bindlngspiaats op carbaxylacse om vemebgens te warden 
gecarboxyleerd. Toevoeging van SMeTPT aan ProlX-59 QiS carboxylering resulteerde 
In een non-cornpe.titieve inhibitie van PraIX-59 Q/S. Dit is in overeenstemming met het 
voorgestelde mechanisme volgens welk ProlX-59 QIS interageert met carbaxylase 
Aangezien d-OC carboxylering niet werd geremd door zowel ProwX als Proo" werd 
verondersteld dat d-OC op het katalytisch domein van carboxylase zou binden en dus 
competitief geremd zou worden door S-MeTPT Dit bleek echter niet het geval te zijn. 
SamanvattjngI Cafldusiet2 @n D~scussrs 
To~tsvaeging van S-MeTPT aan d-CYC: carbaxylerisag resulteerde in een non-competutievie 
remming van d-QC. Omdat d-OC ggén propeptide bezit mag de stelling geponeerd 
worden dat carboxylase naast een prapepl~de bindingsplaats ook over een specifieke 
osileocalcisre bin~dingslplaats beschikt waar osfeo~alcine op een propeptide- 
anafha~nkel~jke manier kan binden. 
Hoi631fdoiau k 6 
In dit hoofdstuk beschrijven wij hetdomein waarmee d-iOlC met hoge afiniteit bindt 
aan carboxylase. Dankzij andere Gla-eiwitten is het duidelijk geworden dat 
voorlopereiwntten over een propeptide beschikken dat: zich BW-terminaal naast het Gla- 
domein bevindt. Matrix Gla-prateune (MEP) beschikt als enige Gla-eiwit over een intern 
propeptide dat homoloog is aan de bekende propeptudes, maar wat niet wordt 
afgesplitst van het. eiwit nadat dik is gecarboxyleerd. In de N-terminus van het d-QC 
molecuul kan gé6n homologie worden gevonden met de propeptides van de andere 
GIa-eiwitten noch met het interne propeptude van MGP. Niettemin veronderstelden we 
dat de herkenningsseqmentie voor het carboixylase (CRS) zich bevindt In de N-terminus 
van d-06, v6ór Ihet Gla-domein tussen resideilen 1 en 16. Het Gla-domein van 
osleocalcine bestaat uit residuen 17-24, Daarom zijn er verscihillen~de d-QC peptiden 
gesynthetiseerd, ie weten d-OC d-OC '-" , d-OC , d-OC , d-OC en 
d-0" 13-25 
, die allemaal het niet gecarboxyleerde Gla-domein bevatten zodat ze als 
substraat zouden kunnen dienen voor de Yrs vifm carboxylase test. De kinetische 
parameters van deze peptiden werden vergeleken met het intacte d-QC molecuul. #Is 
gevolg van de; verschrllende N-terminale deleties van de pe,ptiden werd duidelijkdat de 
CRS z~ich voor het grootste gedeelte bevindt tussen residuen 1 en 13. Sarnmige 
aminozuren in dit dem~ein bleken bijzonder belangrijk, aangezien deletfe wan een aantal 
residuen resulteerde in een weuhogling van de K,, van de peptides. Het verschil in IK, 
tussen d-bC "'" en d-OC bedroeg echter nag altijd een factor 10. De 
carboxyleringsefficuenicy was het hoogst bij d-01c GST-rhOC en GST-rhOC '-jg 
in wergelijkin~g tot de korte d-OC: peptiden, de propeptid- bevattende substraten of de 
korde tri- en penta-peptiden. Bowendlieni bleek een secundaire structurele component 
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die gelegen is tussen residluen 26 en 39 van het intacte d-CIC molekuul ook betrokken 
te z i ~ n  blij de hoge ailfiniteit wan het os'teca~alci~ne rnolekuul voor carboxylase. Di.t 26-39 
domein bleek in s taahrn  de K, van d-OC met een factor 10 te verlagen en, de 
car'boxyle~nse~cielncy met een factor 6 2 te verhogen. 
Concluderend zijn de belangrijkste bevindrngen in dit proefschrafl. ( 1 )  dat het vitamine K- 
afhankelijke carboxylase, naast het catalytisch domein, tenminste &weei substraat 
I-terkenningsdome~neru bezut. Een herkenninigsdomein is beschikbaar voor "stolfactor- 
type" Gla-eilwitten, het andere domein is essentieel voor '"C-type'hc~bstraten. Hek 
eerste dolmein heirkcent propeplides, het laatste domein herkent een sequentib aanwezig 
ap d-CIC. die nog niet eerder beschreven was. 
( 1 1 )  Nadere analyse van de seq~uenitiesamenstelling toonde aan dat &s 
carboxylase herkenningssequentie op d-OC uit twee gedeelten bestaat. Het eersb 
gedeelte bestaat wit de residuen 1-13 (N-terminaal van het Glla-domein) en het tweede 
gedeelte bevindt zich tussen de residuen 26-39 (C-termlnaaf van het Ela-domein). Het 
feut dat er een carboxylase herkenningssequentie uilt Wee delen bestaat die worden 
gescheiden door het Gla-domein is nieuw. 
(111) De efficiency waarmee d-OC werd gecarlboxyleerd was het hoogst wanneer 
vergeleken met propeptide-bevattende substraten en korte penka-peptiden. 
(IV) In vivo wordt het voorloper rnolekwilal van osteocalcine gesynthetrseerd met 
een propeplide. Nl,ettiemin heeft dit propeptide geen meetbare afflinheit voor 
carboxylase Hierdoor blijft de functie wan het octeocaldne propeptide onduidelijk. Het 
,c magelijk dat dit propeptide noodzakelijk rs voor een efficienter gebruik van KH,, via 
een verlaging wan de K, van deze cofactar. 
Discussie 
Wecamb~narite synthese in E. coli van descarboxy osteacalclne al dan niet mc;t elen 
prapelptide is moeilijker gebleken dan werd verondersteld. Een enkele verklaring voor 
het lage exprossienivo wan osteocalcine dat wij ~ofldian is niet te geven. Een feit rs 
echter dat slechts smér weinig ondenaeksgruepiun in de wereld er in geslaagd zijn 
Cameinvalanslig, Conclws,es en Dncussie 
klerne hoeveelheden bacterieel gesynthetiseerd iosteocalcine te produceren. Aangezien 
gedscasboxSeerd bovine osteocalcine @d-CIC) ai unie1ke substraateigensclrRappen 
ver"toonde 111 het verleden was BBn valn de redenen om onze ondewoekslijn te staaten. 
Onze experimentele data, afkomstig van organilsch gesynthetiseerd descarboxy 
osteocal~cine (d-CIC) hebben de al bekende resultaten bevestigd en verder gefundeerd 
osteocalcine bezit een aantal unieke substraaleigenschappen Verder gefundeerd 
aangezien interpretatie van resultaten uit het verieden, verkregen met bd-OC in 
gewassen microsomen moeilijk was aangezien zowlel het substraat als het enzym van 
bavine oorsprong was, waardoor de engenschappen zouden kunnen afwijken van de 
humane eiwitten. Bovendilen was het niet maglelijk alm beschadigingen aan het bd-QC 
als gewolg van de the~rrnische decarboxylering vast te stellen. In de experimenten 
1besch1i.ever-i in dit proiefsch~rift hebben we gebruik g~rnaalkt van gezuiverd humaan 
recombinant cairbolxylase (hooMstukken 4, 5 en 6). Dit carboxylase is vrig van 
conliaminerende en belemmerende propeptides of endogene substraten wat onze 
experimentele resultaten verder versterkt. De resultaten in dit proefschrift hebben 
nisuwe inzichten verschaft in die wijze waarop Gla-eiwitten iin staat zijn aam carboxyiase 
te bindenl. Wat voorheen onbekend was, is dat carboxylase over tenminste twee hoog- 
affinitelts bindingsplllaatsen voor Gla-voorloipereiwitten beschikt. Of deze twee 
bi~d~ingsplaatsen de enrgen zijn op carboxylase is nog onbekend, maar dit kan 
aainsreual$lke consequenfjes hebben voor de optimale synlh~se van, buvo~rbiieeJc! 
relcornibinanie Gls-eiwiMen in eukaryote cellen, noodzalkelijk voor de behandeling van 
hemofiliepatienten. Echter, een gedegen begrip van de structuur en de interacties wan 
de Gla-eiwitten anet het carboxylase zijn ntaodzakeliljk om maximale en efficiignte 
synthese en csrboxyleringsgraacl te verkrijgen. 
De recente anld~akking van nieuwe "la-eiiwitten waaronder het carboxylase zelf, 
of Glla-eiwiltken die zijn betrokken celgroei (Gas-61 of bij nog onbekende processen 
(&RGP-I en PRGP-2) geeft aan dat de ontdekking van nieuwe Gla-eiwitten niet uit te 
sluiten is ".". De wijze van interactie tussen deze nag ts ontdekken Gla-eiwitten en hst 
carboxylase zou, net als osteocallcine, kunnen plaatsvinden op een propeptide 
onafhankelijke wijze. Dit kan worden ge~illmstreerd met het volgende hypothetische 
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rekenvoorbeeld; Men vermoedt dat het menselijke genoom uit circa 100.000 gegen 
bestaat. Hiervan is 33 inmiddels bekend, wat averee~nkonait met 30.000 werschillsndie: 
eiwitten. Indien de nu 1 J bekende GAa-elwitten 30 % ve~egenwoordigen van het totale 
aantal Gla-eiwitten houd dit in dat er nog 26 Gila-eiwitten kunnen worden ontdekt. Van 
deze 26 G1a-eiwitten zullen ten minste 2 eiwitten het carboxy'lase binden zonder de 
noodzaak wan een propeptide. Dit houdt in dat carboxylase een veelzijdig enzym is dal 
!n staat is om verschillende typen eiwitten te binden. 
De ral van Gla als Ca'" (af andere divalente metaal-ionen) bindend aminozuur 
biijft discutabel. Er bestaan we l  eiwitten die zeer gloed in staat zijIn om Ca2"@ binden 
zander de noodzaak van 668-residuen. Osteonectine, een non-Gla luiasaar 
membraaneiwit afkomstig uit bot en bloedplaatjesbevat een glwtamine~uu~rrij~k Ca2' 
bindend domein. Gas-6 bijvoorbeeld, fungeert als een ligand voor verscheidene 
proteinie kinasen die betrokken zijn bij ceARulaice groeireguliatb@. Een deletiesnwtant van 
Gas-6, waarvan het volledbge Gla-domein ontbreekt, Is zeer goed Ini staat om aan de 
extracellulaire domeinen wan Wee celadhesie-moPecuuI gerelateerde tyrosine kinase 
receptoren Rse en Axl te binden en zo de fosfoirylering te activeren Hierdoor blijft 
ondui~~delijk wat de functie van de Gla-residuen in Gas-6 of andere (nag onbekende) 
Gla-eiwitten is. Het vitamine K-afhankelijke carboxylase zelf is eveneens een Gla-eiwit, 
mei 3 Gla-residuen 5 De functie en de posrtie van deze Gla-residuen in het carboxylase 
molecuul zbjn nog niet bekend. Bovendien IS het nog niet bekend of carboxylase wel in 
slaat is te functioneren zonder Gla-residuen. Gla residuen zijn ook ah iln 19182 ontdekt 
in hermatypische koralen, maar de herkomst van dik Gla bleef onbekend "r zijn 
tevens Gla-eiwitten ontdekt in de gifklieren van de roof-zeeslak Conus geographus 
Dit was het eerste en voorlnpig enige ongewervelde organbsrne waarvan bekend werd 
dat het posttrainslationeel carboxyleerde. Tot dan toe werd aalngenomen dat 
~ariboxyllenng ui.tsliuitend was voorbehouden aan gespec~aliseerde zoogdiersystemlen. 
Wet Conus Gla-eiwit, conantokirre-G genaamd, is een pept~de met een lengte van 42' 
aminozuren met daarin 5 Gla-residuen. Wet conantokine-G remt de N-methyl-D- 
aspai-taat receptor, waardoor vissen worden verlamd en zo eien gemakkelijke prooi 
vormen voor de op vns jagende zeeslak. Waast conantokine-G zijn er tenminste 2 
andere Gla-residu beva.ttende canantokines bekend, namelijk conantokine-T eri 
csnantcokine-R 7*8. De vmrlop~reiwiMen van de conanloki~nes bezitten eveneens een 
propeptide dal met grote aflnrteit bindt aan het Carsuscarboxylase, maar niet aan 
zoogdiercarbaxylase. Dithoudt in dat er verschilllen bestaan in he2 enzym of het Conus 
propeptrde versus de zoogdierpropeiptid~en. Of het d-OC in staat is om met hoge 
affiniteit te binden aan hef Gonuacarboxylase dient nog onderzocht te worden. maar 
zou zeer wel VrIocgelijk kunnen zijn. Dil zou additioneel bewijs kunnen vormen voor de 
evolutionaire overgang van on~gewervelde naargeweivelde dieren en zo een aanvulling 
kunnen mijn voor de theorieen omtrent de evolutie van de mens. 
Het balang wan de nieuw ontdekte carboxylase herkearningssequentie is dat h~et 
voor substraten de mogelijheid biedt olm carboxyllering plaats te laten vin~den op een 
significante afstand van de N-terminus. Normaliter vindt de carboxylering van 
propeptide-bievagende substraten plaats binnen de eerste 40 N-termlinale aminozuren. 
Dankzij de daar Kakfinen et al. gesynthetiseerde chirnere essteocalcine m~oleculen is 
aangetoond dat carboxylerisng op iedere plaats in een groot eiwilt magelijk is (hoofdstuk 
6). Met deze kennis is het weilicht imagelijk om nieuwe leden van deze klasse van Ela- 
eiwitten op te sporsn, 
De eesu~lt-itein welke zijn beschreven in dit proefschrift zullen ertoe bijdragen dat 
de eigenschappen welke noodzakelijk zijn in het mechanisme van de hoge-affiniteibs 
associatie tussen de verschillende Gla-eiwitten, met name osteocalcisne, en het vitaimiine 
K-afiankelijke y-glnrtarnyl carboxylase beter basgrepen worden 
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